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摘要 乳糖 是 婴 幼儿 获取 能 量 的 重要 碳 源 之 一 ， 但 乳糖 需要 在 乳糖 酶 的 作用 下 水 
解 成 半 乳 糖 与 葡萄 糖 后 才能 被 吸收 。 缺 少 乳糖 分 解 酶 的 婴 幼 儿 在 摄 入 含 乳 糖 的 食 
品 后 ， 未 被 消化 的 乳糖 会 直接 进入 大 肠 ， 刺 激 大 肠 蠕 动 加 快 ， 造 成 一 系列 不 适应 
症状 即 乳糖 不 耐 症 , 我 国 属于 乳糖 不 耐 症 高 发 国家 。 因 此 ,解决 乳糖 的 体外 水 解 
问题 对 减轻 该 症状 有 重要 的 意义 ,研究 通过 将 B- 半 乳糖 苷 酶 (也 称 为 乳糖 水 解 酶 ) 
表面 展示 在 食品 安全 微生物 解 脂 耶 氏 酵 母 ( Yarrowia lipolytica ) 细 胞 表面 , 通过 培 
养 获 得 该 酵母 ， 然 后 直接 利用 酵母 细胞 来 水 解 乳糖 生成 半 乳 糖 与 葡萄 糖 。 采 用 该 
工程 酵母 细胞 CHCY10) ， 能 在 24 小 时 内 完全 水 解 50 g/L 的 乳糖 ， 生 成 半 乳 糖 
与 葡萄 糖 。 该 方法 具有 高 效 、 简 便 的 优点 ， 能 为 乳糖 的 高 效 水 解 提 供 一 条 新 的 途 
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人 体 中 不 能 直接 被 吸收 ， 需 要 在 乳糖 酶 的 作用 下 分 解 才 能 被 吸收 ， 缺 少 乳 糖分 解 
酶 的 人 群 在 摄 入 乳糖 后 ， 未 被 消化 的 乳糖 直接 进入 大 肠 ， 刺 激 大 肠 蠕 动 加 快 ， 造 
成 腹 鸣 、 腹 泻 等 症状 即 为 乳糖 不 耐 症 , 该 证 状 与 饮食 习惯 以 及 生活 水 平 密切 相关 ， 
我 国 属 于 乳糖 不 耐 症 高 发 国家 ， 儿 童 发 生 率 尤 其 高 ， 因 此 , 解决 此 问题 对 减轻 该 
症状 有 重要 的 意义 P4。 

分 解 乳 糖 生成 半 乳 糖 的 方法 大 概 有 两 种 ,分别 是 酸 解法 和 酶 解法 ， 酸 解法 就 
是 普通 乳糖 水 解 的 方法 ,在 高 温 高 压 的 条 件 下 ， 以 无 机 酸 作 为 催化 剂 ， 水 解 乳糖 
生成 半 乳 糖 ， 此 方法 工艺 简单 ， 但 生产 效率 低 ， 设 备 要 求 高 ， 而 且 水 解 过程 中 副 
产物 较 多 ， 高 温 可 使 蛋白 变性 ， 且 水 解 乳 糖 不 彻底 ， 之 前 工业 化 多 使 用 此 方法 。 
另外 一 种 方法 就 是 酶 解法 ， 条 件 温和 ， 产 物 简单 ， 之 前 没有 高 效 的 水 解 酶 ， 且 生 
产 过 程 中 酶 活性 低 ， 过 程 难以 控制 ， 导 致 酶 解法 生产 半 乳 糖 较为 困难 。 如 今 ， 随 
着 人 们 对 B - 半 乳 糖苷 酶 的 研究 ， 出 现 了 很 多 高 效 的 半 乳 糖苷 酶 加 。 

pB- 半 乳糖 昔 酶 是 一 类 催化 乳糖 B-1，4 糖苷 键 发 生 水 解 断裂 的 酶 ， 该 酶 具有 水 
解 和 转 糖苷 两 种 功能 ,可 以 水 解 乳 糖 生成 一 分 子 葡萄 糖 和 一 分 子 的 半 乳 糖 ， 此 酶 
广泛 存在 于 自然 界 中 的 植物 与 微生物 中 四， 虽然 B- 半 乳糖 昔 酶 的 来 源 众 多 ， 但 并 
不 是 所 有 来 源 的 B- 半 乳糖 苷 酶 都 可 以 用 于 食品 工业 或 者 商业 生产 , 用 于 食品 生产 
的 酶 源 要 符合 相关 食品 安全 法 规 。 大 肠 杆菌 B- 半 乳糖 昔 酶 在 生产 过 程 中 易 受 内 毒 
素 污 染 ， 所 以 在 食品 生产 中 是 禁用 的 ， 而 来 源 于 米 曲 酶 的 P- 半 乳糖 昔 酶 则 符合 
品 安全 的 要 求 。B- 半 乳糖 苷 酶 水 解 乳 糖 生成 半 乳 糖 ， 不 仅 解 决 了 乳糖 不 耐 群体 关 
于 乳 制 品 使 用 问题 ， 而 且 水 解 乳 糖 后 生成 的 半 乳 糖 甜 度 比 乳糖 高 ， 可 以 增加 乳 制 
品 的 甜 度 ， 降 低 乳 制品 中 甜 味 剂 的 使 用 量 ， 同 时 以 半 乳 糖 为 原料 可 以 合成 塔 格 糖 
以 及 抗 交 药 物 趾 。 如 有 着 抗 癌 、 抗 结核 病毒 、 抗 炎 等 生理 功效 的 半 乳 糖 伯 基 氧化 
物 和 上 肝 靶 向 抗 癌 前 药 去 甲 斑 改 素 - 半 乳 糖 偶 联 物 中 。 

本 论文 中 将 来 自 米 曲霉 的 B- 半 乳糖 苷 酶 展示 在 解 脂 耶 氏 酵母 表面 ， 比 起 传统 
的 酶 法 合成 更 环保 、 成 本 更 低 。 自 从 1985 年 报道 的 丝 状 鸣 菌 体 蛋白 质 (filamentous 
phage-coat protein) 表面 展示 外 和 1986 年 报道 的 大 肠 杆菌 膜 蛋白 (membrane 
protein) 表 面 展示 090 以来， 一 系列 新 的 表面 展示 系统 随 之 而 来 ， 如 喉 菌 体 表面 展 
示 系 统 、 细 菌 表面 展示 系统 和 酵母 表面 展示 系统 09， 酵 母 作为 具有 细胞 壁 的 真 
RAM, AAAS. mRNA 加 工 、 和 蛋白 水 解 、 糖 基 化 和 异 构 化 
等 功能 ， 是 目前 应 用 最 广泛 的 表面 展示 宿主 。 近 几 年 来 ,， 酵母 表面 展示 技术 在 微 
生物 酶 生产 应 用 中 发 挥 越 来 越 重要 的 作用 [5131。 目 前， 应 用 于 酵母 表面 展示 技术 
的 宿主 菌 主要 有 三 种 : 酿酒 酵母 S. cerevisiae . HABA BE P pastoris、 解 脂 耶 氏 
WERE Y lipolytica。 本 论文 采用 解 脂 耶 氏 酵母 作为 细胞 表面 展示 的 宿主 菌 ， 解 脂 
耶 氏 酵母 是 公认 安全 的 非常 规 酵母 菌株 , 在 食品 发 酵 领域 具有 重要 作用 , 有 的 能 
合成 柠檬 酸 0?20, 有 的 能 高 效 合成 亦 爸 糖 醇 名 ,有 的 能 由 果糖 高 效 合 成 甘露 醇 P3]， 
同时 ， 该 酵母 也 是 常用 的 异 源 和 蛋白 表达 宿主 ， 用 于 高 效 表达 具有 功能 的 酶 P4。 

本 论文 以 合成 赤 仪 糖 醇 的 解 脂 耶 氏 酵 母 为 出 发 菌株 , 通过 分 子 生 物 学 的 基本 
方法 ， 采 用 表面 展示 技术 构建 一 株 能 自身 合成 B- 半 乳糖 昔 酶 的 新 菌株 ， 使 该 菌株 
除了 具备 出 发 菌株 合成 赤 巷 糖 醇 的 性 能 外 ， 还 可 以 利用 该 酵母 细胞 合成 半 乳 糖 ， 
并 且 可 以 重复 利用 该 细胞 ， 节 约 成 本 。 


1 材料 与 方法 


1.1 菌株 与 培养 基 

大 肠 杆 菌 Top10 作为 质粒 扩 增 宿主 ，BL21(DE3) 作 为 质粒 表达 宿主 ， 均 为 本 
实验 室 保 存 ，LB CIO g/L SARK, 5 g/L 酵母 提取 物 ，10 g/L NaCl) 培养 基 37°C 
培养 , LB 中 添加 100 we/mL FAR (Kanamycin) lE 738839 fii o 酵母 Yarrowia 
lipolytica CGMCC7326 作为 酵母 表面 展示 宿主 ， 为 本 实验 保存 ，YPD (10 g/L & 
FAR, 5 g/L 酵母 提取 物 ,20 g/L 和 葡萄糖) 培养 基 30°C 培养 ,YPD 中 添加 500 pg/mL 
HZ B (Hygromycin B) EJER T FIR o 


1.2 包含 Bp- 半 乳糖 背 酶 (B-galactosidase) 基因 的 酵母 展示 载体 的 构建 
pB- 半 乳糖 苷 酶 基因 来 自 Aspergillus oryzae 112 (Genbank accession no. 
KF857462,3018 bp) ， 经 过 在 线 分 析 软件 分 析 预测 
(http:/www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ， 该 基因 含有 一 段 编码 18 个 氨基 酸 信 
号 肽 的 序列 ， 在 与 Y lipolytica 细胞 壁 和 蛋白 融合 前 ， 将 该 信号 肽 序列 去 除 。 去 除 
言 号 肽 编码 序列 后 的 基因 大 小 为 2964 bp 中。 该 基因 按照 酵母 Yarrowia lipolytica 
密码 子 进行 优化 并 委托 苏州 金 唯 智 生物 技术 有 限 公 司 进 行 全 基因 合成 , 合成 后 亚 
克隆 到 用 BamHI 与 Pstl 双 切 的 载体 pHyg-Pirl-P.dSlase H(A 1a), 构成 新 质粒 
pHyg-Pirl-Gal (图 1b) 。 转 化 大 肠 杆 菌 Top10 来 获得 大 量 的 克隆 ， 在 含有 卡 那 
I LB 平板 CIO g/L AMR, 5 g/L 酵母 提取 物 ，5 g/L 氧化 钠 ) 筛选 阳性 克 
k ， 篇 Xs 的 EH TE vi 隆 用 下 m 引 物 PoaF 
(5’-GGATCCGCTTCCATCAAGCATCGACTCAACGG-3’) 以 及 反 向 引物 Poa-R 
(5'-CTCGAGTTAGTAGGCTCCCTTTCGCTGCTC-3") 进 行 测 序 以 确定 序列 正 
确 。 


pHyg-Pirl-P.dSlase 
7700bp 


NotI (1) NotI (1) 


BamHI 


NotI (2) 


1 含 来 自 米 曲霉 112 菌株 乳糖 水 解 酶 基因 的 表面 展示 质粒 
Fig.l Surface display plasmid containing lactose hydrolase gene from Aspergillus oryzae 112 
(a) Plasmid pHyg-Pirl-P.dSlase (b) Plasmid pHyg-Pirl-Gal 


1.3 酵母 的 转化 与 分 子 鉴 定 
将 上 述 pHyg-Pirl-Gal 使 用 NotI 单 酶 切 获得 线性 化 片段 ， 参 考 Chen D $161 
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FOR AY) “He EE 2 IE Re A HE RERE, 4% Ylipolytica CGMCC7326 在 
30°C 平板 活化 , 取 活 化 的 菌株 适量 加 入 提前 配置 好 的 200 pL 转化 缓冲 液 中 (400 
g/L PEG 4000, 150 mM pH 6.0 酷 酸 锂 ，150 mM DTT, 0.2 mg/mL 单 链 DNA)， 
加 入 样品 pHyg-Pirl-Gal 的 线性 化 片段 3-5 ug, 同时 用 ddH20 作为 空白 对 照 ,39eC 
孵育 90 min, 期 间 不 停 上 下 混 匀 以 防 酵 母 细胞 沉 到 管 底 , 将 转化 液 涂 布 在 往 选 平 
板 YNLHX 上 (6.7 g/L YNB, 5 g/L MIRER, 20 g/L 乳糖 ,200 ug/mL HAL & 50 
g/mL X-gal, pH 5$.5) 进 行 筛选 ，30?C 生长 3-5 天 后 ， 将 蓝 色 的 单 菌落 转 接 到 新 
的 YNLHX 平板 纯化 20 次 后 ,获得 稳定 遗传 的 转化 子 约 80 个 (在 转 接 传代 的 过 
程 中 一 直 保 持 深蓝 色 的 转化 子 ) 。 

挑 取 这 些 蓝 色 的 转化 子 在 50 mL YPD 液体 培养 基于 30°C, 200 r/min 培养 1 
天 ， 按 照 Cheng H 等 2 报道 的 玻璃 珠 提取 基因 组 的 方法 提取 酵母 转化 子 基因 组 ， 
利用 正 向 引物 Poy-F (5’-GGATCCGCTTCCATCAAGCATCGACTCAACGG-3’ ) 
以 及 反 向 引物 Poa-R (5'-CTCGAGTTAGTAGGCTCCCTTTCGCTGCTC-3"), 根据 
以 下 条 件 扩 增 约 2.9 kb 左右 长 度 的 目的 条 带 : 变性 95°C 5 min, 退火 94°C 30s, 
延伸 72°C 3 min, 30 个 循环 ， 并 在 循环 结束 后 72°C 延长 10 min. PCR 得 到 的 
单一 条 带 进一步 测序 确定 转化 子 的 正确 性 。 


1.4 转化 子 的 乳糖 水 解 酶 的 活性 检测 

采用 测定 邻 硝 基 茶 -B-D- 半 乳糖 苷 (oNPG) 水 解 的 方法 来 测定 细胞 的 乳糖 水 
解 酶 的 活性 中。 邻 硝 基 茶 -B-D- 半 乳糖 苷 (oNPG) 无 色 、 易 溶 于 水 ， 在 B - 半 乳 糖 
昔 酶 的 催化 下 ，oNPG 发 生 水 解 生 成 邻 硝 基 茶 酚 (oNP) ,在 420 nm 波长 下 ,oNP 
有 最 大 的 吸收 峰 。 将 不 同 的 转化 子 在 含 50 mL YPD 培养 基 的 250 mL SEX rp. 30°C 
培养 48 小 时 ，10000g 离心 5 min 收集 细胞 ， 酶 酸 钠 绥 冲 液 (50 mM, pH 5.5) 洗 
细胞 2 次 ， 采 用 B- 半 乳糖 芽 酶 报告 基因 检测 试剂 使 〈 胜 云天 公司 ) 测定 酶 活 ， 并 
按照 试剂 盒 使 用 说 明 书 进行 操作 ， 在 420 nm 下 测定 吸光 值 。 

简 言 之 ， 离 心 后 的 细胞 采用 15 mL 的 50 mM 的 NaAc-HAc (pH 5.5) 缓冲 液 
Ea EE ODoo (HA 40) ， 每 种 细胞 分 别 取 50 pL 加 入 到 450 uL 的 oNPG 7E 
液 中 (oNPG 用 50 mM 的 NaAc-HAc 缓冲 液 配制 成 40 umol /L 的 溶液 )， 然 后 
在 50°C 振荡 反应 5 小 时 。 然 后 加 入 500 uL 的 5 % (m/v) NazCO3 溶液 终止 反应 ， 
离心 去 除 细胞 ， 再 在 上 清 中 加 入 pH 5.5 的 50 mM 的 NaAc-HAc 溶液 至 体积 为 3 
mL， 然 后 在 420 nm 下 测定 吸光 值 。 1 个 酶 活力 单位 (U/mg) 定义 为 以 oNPG 
为 底 物 ,每 分 钟 生成 1 umol 的 oNP 所 需 的 细胞 量 ( 折 算 为 细胞 干 重 , 1 mL 1 ODeoo 
细胞 折算 干 重 为 0.25 mg, ER 50 uL ODeoo 73 40 的 细胞 干 重 为 0.5 mg) 。 


1.5 游离 细胞 水 解 乳糖 生成 半 乳 糖 与 葡萄 糖 的 性 能 测定 

取 乳 糖水 解 酶 活性 最 高 的 菌株 接种 在 含 50 mL YPDL 液体 培养 基 的 250 mL 
的 底部 带 挡 板 的 摇 瓶 中 , dE 4 个 摇 瓶 。YPDL 培养 基 的 成 分 为 (g/L): 葡萄 糖 30， 
SLE 20, MERE 10, SEEK 5, pH 6.0。 在 30°C 以 及 200 rpm 的 摇 床 中 培养 48 
小 时 《此 时 细胞 OD6oo 吸 光 值 为 16。 将 酵母 细胞 培养 液 于 10000g 离心 5 分 钟 得 
到 酵母 细胞 ， 分 别 用 50 mL 50 mM 的 NaAc-HA 绥 冲 液 漂洗 细胞 2 次 ， 以 清除 培 
养 基 中 未 消耗 完 的 葡萄 糖 以 及 乳糖 , 合并 细胞 , 并 分 别 用 25 mL 的 20 g/L, 50 g/L, 
100 g/L 以 及 200 g/L 的 乳糖 水 溶液 悬浮 ， 得 到 的 细胞 密度 为 30 CODeoo 吸光 值 ， 
细胞 湿 重 为 10 g) 。 然 后 在 50°C 的 摇 床 里 进行 转化 (200 rpm) ， 每 隔 12 小 时 
取样 进行 HPLC 测定 乳糖 水 解 程度 ， 计 算 乳 糖水 解 效 率 〈 水 解 的 乳糖 量 /起 始 的 
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乳糖 量 x100%) 。 


1.6 固定 化 细胞 水 解 乳糖 生成 半 乳 糖 与 葡萄 糖 的 性 能 测定 

按照 上 述 1.5 描述 的 方法 培养 酵母 细胞 。 在 100 g 2% 的 糊 状 海藻 酸 钠 中 加 入 
10 g 新 鲜 酵 母 细 胞 〈 湿 重 ，100 mL 酵母 培养 液 离心 去 除 培养 基 后 即 得 10 g 湿 重 
细胞 ) ， 按 照 10% 的 湿 重 比例 将 海藻 酸 钠 与 细胞 混合 均匀 ， 通 过 注射 器 〈 针 头 内 
ff | mm) WA 2% 和 氧化 钙 浴 液 中 形成 海藻 酸 钠 圆 球状 固体 ， 并 于 4°C 过 夜 进 一 
步 固 化 ， 然 后 将 海藻 酸 钠 圆 球 用 无 菌 水 洗涤 3 次 以 洗 出 氧化 钙 。 加 入 5% 乳 糖水 
溶液 100 mL, T 50°C. 200 rpm 摇 床 培养 ， 每 12 小 时 取样 至 反应 结束 ， 并 进行 
HPLC 分 析 检 测 乳 糖水 解 程度 。 


1.7 用 合成 赤 人 玖 糖 醇 后 的 酵母 细胞 作为 酶 水 解 乳 糖 

Yarrowia lipolytica CGMCC7326 是 合成 赤 巷 糖 醇 的 工业 菌株 P91, 将 乳糖 水 解 
酶 基因 表面 展示 表达 盒 (hp4d-Pir1-Gal-TTripz, A 1b) 转 入 该 酵母 后 , 该 酵母 仍 具 
有 合成 赤 蕊 糖 醇 的 能 力 。 为 了 验证 其 合成 赤 苞 糖 醇 的 能 力 是 否 受到 影响 ,以 及 合 
成 赤 苞 糖 醇 后 的 细胞 是 否 仍然 可 以 作为 细胞 众 化 剂 水 解 乳糖 生成 半 乳 糖 与 葡萄 
糖 。 我 们 按照 Wang 等 9 的 方法 先 用 转化 子 合成 赤 铭 糖 醇 ， 然 后 离心 获得 细胞 ， 
并 用 无 菌 水 洗涤 两 次 以 去 除 培 养 基 成 分 ， 然 后 再 次 离心 并 取 10 g 湿 重 细胞 重新 
悬浮 在 50 mL 的 乳糖 水 溶液 中 (50 gL) ， 细 胞 密度 与 上 述 1.5 一 节 一 致 ， 并 按 
照 上 述 1.5 描述 的 条 件 进 行 转化 并 测定 乳糖 水 解 程度 。 


1.8 产物 检测 
样品 于 10000g 下 离心 5 分 钟 ， 上 清 过 0.2 um 的 膜 ， 取 20 uL 进行 HPLC 检 
测 分 析 。 流 动 相 为 纯 水 ， 流 速 为 1 mLAmin， 柱 温 为 70 ‘C， 分 析 色 谱 柱 为 KS802 
(Shodex) ， 分 析 软 件 为 浙大 N2000， 糖 类 的 含量 采用 内 标 法 定量 。 


2. 结果 


2. 1 表面 展示 表达 乳糖 水 解 酶 的 解 脂 耶 氏 酵 母 转化 子 的 筛选 与 鉴定 

本 研究 采用 的 解 脂 耶 氏 酵母 是 合成 赤 众 糖 醇 的 工业 菌株 , EU 48] WE LZ RE 
糖 醇 的 得 率 在 50-55% 之 间 P829。 该 酵母 由 于 缺乏 编码 半 乳 糖苷 酶 或 者 乳糖 水 解 
酶 的 基因 , 仅 由 乳糖 作为 唯一 的 碳 源 时 ， 解 脂 耶 氏 酵母 不 能 生长 ， 而 表达 半 乳 糖 
苷 酶 基因 的 转化 子 可 以 生长 。 所 以 ， 以 乳糖 作为 营养 科 选 标记 ， 理 论 上 ， 在 仅 有 
乳糖 作为 唯一 碳 源 的 基本 固体 平板 上 能 生长 的 转化 子 均 为 阳性 转化 子 ,为 了 增加 
转化 子 的 正确 率 并 降低 培养 过 程 染 菌 的 概率 , 我 们 还 在 筛选 培养 基 中 添加 潮 替 素 
以 及 X-gal 来 提高 转化 子 的 阳性 率 。 能 在 含有 乳糖 、 潮 霉 素 以 及 X-gal 的 固体 培 
养 基 上 能 生长 并 且 变 蓝 的 转化 子 即 为 乳糖 水 解 酶 表面 展示 表达 的 转化 子 。 能 在 含 
有 乳糖 、 潮 霉 素 以 及 X-gal 的 基本 培养 基 平 板 上 (YNLHX) 生长 的 菌落 大 部 分 
为 蓝 色 ， 但 一 部 分 为 浅 蓝 ， 一 部 分 为 深蓝 ， 一 部 分 不 变 蓝 (图 2a) 。 将 原始 深 
蓝 色 的 转化 子 在 YNLHX 筛选 平板 上 转 接 传代 多 次 后 , 转 接 一 次 后 有 的 即 变 为 淡 
蓝 色 (图 2b) ， 转 接 7 次 后 有 的 即 变 为 白色 (图 2c) ， 而 有 的 转化 子 在 经 过 转 
接 传代 20 次 后 仍然 为 深蓝 色 (图 24) 。 由 图 2b 与 图 2d 可 以 看 出 ， 经 过 20 次 
转 接 传代 , 约 有 50% 的 转化 子 不 再 为 蓝 色 , 而 是 转变 为 白色 , 说 明 在 转 接 传代 过 
程 中 ， 有 相当 一 部 分 外 源 的 乳糖 水 解 酶 基因 发 生 丢 失 。 
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图 2 在 YNLHX 平板 上 生长 的 酵母 转化 子 
Fig.2 Yeast transformants grown on YNLHX plate 
(a) Transformants grown on YNLHX plate 
(b) The yeast positive transformants grown on YNLHX plate 
(c) Color variations of yeast positive transformants by successive seven purification on YNLHX plate 


(d) Color variations of yeast positive transformants by successive twenty purification on YNLHX plate 


我 们 选取 4 个 一 直 保 持 深蓝 色 的 转化 子 ,4 个 在 传代 过 程 中 蓝 色 变 淡 的 转化 
子 ，2 个 在 传代 过 程 中 变 白色 的 转化 子 进行 PCR 分 子 鉴定 ， 发 现在 多 次 传代 后 
由 葛 色 变 为 白色 的 转化 子 不 能 扩 出 乳糖 水 解 酶 基因 (图 3，lane 9-10)， 说 明 在 传 
代 过 程 中 乳糖 水 解 酶 基因 丢失 ,而 在 传代 过 程 中 一 直 保持 深蓝 色 的 转化 子 含 有 乳 
糖水 解 酶 基因 (图 3，lane 1-4) 。 昌 然 有 的 菌 在 传代 过 程 中 蓝 色 变 淡 , 但 仍然 含 
有 乳糖 水 解 酶 基因 (图 3，lane 5-8) 。 


M 12 3 4 5 8 7 8 9 10 


201804.01783v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


3 Y. lipolytica 转化 子 的 分 子 鉴定 
Fig.3 Molecular identification of Y. lipolytica transformants 
M: DNA molecular standard; 1-4: The PCR results of lactose hydrolase gene of four transformants that 
remained dark blue; 5-8: The PCR results of lactose hydrolase gene of four light blue transformants; 9-10: The 


PCR results of lactose hydrolase gene of two white transformants. 


我 们 再 分 别 选 取 深 蓝 、 淡 蓝 以 及 白色 的 转化 子 各 一 个 用 于 水 解 5% 乳 糖 的 试 
验 ， 结 果 发 现在 20 小 时 内 深蓝 的 转化 子 能 水 解 95% 的 乳糖 (图 4，a) ， 浅 蓝 色 
的 转化 子 仍 残留 30% 的 乳糖 (图 4,，b〉， 而 白色 的 转化 子 则 不 能 水 解 乳糖 (图 4, 
c) 。 我 们 将 这 些 转 接 传代 20 次 仍然 为 深蓝 色 的 稳定 的 转化 子 用 于 水 解 乳糖 的 各 
种 试验 。 


Voltage(mv) 


Time(min) 


图 4 不 同 的 酵母 转化 子 转化 5% 乳 糖 的 HPLC 检测 结果 
Fig.4 HPLC results of transformation of 5% lactose by different yeast transformants 


2.2 最 优 转化 子 的 确定 

通过 20 次 的 转 接 传 代 , 我 们 选取 了 20 个 一 直 保 持 深蓝 色 的 转化 子 , 然后 通 
过 对 这 20 个 转化 子 的 乳糖 水 解 酶 活性 的 测定 ， 选 取 一 个 乳糖 水 解 酶 活性 最 佳 的 
转化 子 进行 转化 乳糖 的 试验 。 通 过 邻 硝 基 茶 -B-D- 半 乳糖 背 CoNPG) 水 解 的 方法 
来 测定 细胞 的 乳糖 水 解 酶 的 活性 。 测 定 结果 如 图 5 所 示 。 由 图 $ 可 以 看 出 ， 这 些 
深蓝 色 的 转化 子 的 乳糖 水 解 酶 的 活性 并 没有 显著 的 差异 ， 活 性 介 于 6.5-8.0 U/mg 
细胞 干 重 , 但 10 号 转化 子 的 活性 要 高 于 其 它 的 转化 子 , 因此 我 们 选取 10 号 转化 
子 CACY10) 进行 下 面 的 试验 。 


> 
£ 
2 
o 
© 
o 
E 
> 
N 
c 
[mi 


012345 6 7 8 9 101112131415 16171819 2021 22 
transformants 


图 5 20 个 深蓝 色 转 化 子 乳 糖水 解 酶 活性 比较 


Fig.5 Comparison of lactose hydrolase activity of 20 dark blue transformants 


2.3 转化 不 同 浓度 乳糖 的 研究 

我 们 选取 HCY10 转化 子 转化 不 同 浓度 的 乳糖 ， 结 果 如 图 6 所 示 。 由 图 6 可 
以 看 出 ， 同 样 的 细胞 量 ， 随 着 乳糖 浓度 的 提高 ， 乳 糖水 解 的 效率 逐渐 变 慢 。 在 
12 小 时 内 能 将 20 g/L 的 乳糖 完全 水 解 ,在 24 小 时 内 能 将 50 g/L 的 乳糖 完全 水 解 。 
而 在 24 小 时 内 , 同样 的 细胞 量 在 100 g/L 乳糖 浓度 中 水 解 效 率 只 有 30%, 在 200 
g/L 的 乳糖 中 水 解 效率 只 有 12%， 说 明 高 浓度 的 乳糖 会 抑制 酶 的 活性 。 
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图 6 HCY 10 转化 子 水 解 不 同 浓度 乳糖 的 效率 
Fig.6 The hydrolysis efficiency of the HCY10 strain in different lactose concentrations 


2.4 固定 化 细胞 水 解 乳糖 的 研究 

由 于 游离 的 细胞 能 在 24 小 时 内 能 完全 水 解 50 g/L 的 乳糖 ， 因 此 我 们 进一步 
试验 利用 固定 化 的 HCY10 细胞 水 解 浓度 为 50 gL 的 乳糖 。 与 游离 细胞 相 比 ， 舍 
同样 细胞 量 的 固定 化 细胞 在 同样 的 条 件 下 ， 需 要 经 过 40 小 时 才能 将 50 g/L 浓度 
的 乳糖 完全 水 解 。 可 见 固定 化 细胞 的 转化 效率 不 及 游离 的 细胞 , 原因 为 细胞 被 固 
定 化 后 , 固定 化 介质 阻碍 了 底 物 与 细胞 的 接触 , 同时 减 慢 了 产物 离开 细胞 的 速率 。 
但 是 固定 化 细胞 能 够 重复 利用 , 转化 结束 后 固定 化 微 球 即 能 进行 下 一 轮转 化 ,而 
游离 细胞 若 再 次 利用 就 需 离心 , 再 次 悬浮 等 过 程 , 增加 了 操作 步骤 。 在 本 研究 中 ， 
固定 化 细胞 重复 利用 10 次 后 水 解 乳 糖 的 效率 由 100% 仅 下 降 为 90%。 因 此 ， 采 
用 固定 化 细胞 水 解 乳 糖 最 大 的 优点 就 是 能 够 反复 利用 ， 有 效 的 减少 了 成 本 。 


2.5 转化 子 合成 赤 葵 糖 醇 的 性 能 以 及 以 合成 赤 蔚 糖 醇 后 的 细胞 水 解 乳糖 的 研究 

转化 子 HCY10 不 但 能 高 效 水 解 乳糖 ， 还 能 合成 赤 巷 糖 醇 。 为 了 测试 其 过 表 
达 乳 糖水 解 酶 并 展示 在 细胞 表面 后 ,其 合成 赤 杞 糖 醇 的 性 能 是 否 受 到 影响 , 我 们 
用 该 转化 子 合成 赤 杞 糖 醇 ， 并 与 对 照 菌 株 了 lipolytica CGMCC7326 进行 对 比 。 由 
7 可 见 ，HCY10 与 对 照 Ylipolytica CGMCC7326 HIRE Bus SEWER BU PE BE dE 
本 一 致 。 在 96 小 时 内 ， 在 完全 相同 的 条 件 下 ， 合 成 基本 相同 量 的 赤 雁 糖 醇 ， 由 
葡萄 糖 合成 赤 配 糖 醇 的 转化 率 为 52%。 因 此 ，HCY10 转化 子 虽 然 能 水 解 乳糖 ， 
但 是 其 合成 赤 巷 糖 醇 的 性 能 并 没有 发 生 改 变 ， 仍 然 能 高 效 合成 赤 薛 糖 醇 。 
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图 7 HCY10 转化 子 与 对 照 Ylipolytica CGMCC7326 菌株 合成 赤 苞 糖 醇 的 性 能 比较 
Fig.7 Comparison of erythritol synthesis by HCY10 transformant and control Y./ipolytica 
CGMCC7326 strain 
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7 中 ，a 与 b 比较 :HCY10 转化 子 与 CGMCC7326 菌株 由 葡萄 糖 合 成 示众 
糖 醇 的 时 间 变 化 曲线 , 在 取样 的 时 间 点 二 者 葡萄 糖 消 耗 与 合成 的 赤 配 糖 醇 基本 一 
致 。c 与 d 比较 : 在 96 小 时 时 二 者 发 酵 液 的 HPLC 色谱 比较 ， 合 成 的 赤 配 糖 醇 
量 基 本 一 致 。 二 者 色谱 图 的 峰 高 基本 一 致 ， 在 170 mV，13.5 min Aaa see ly 


Æo 


由 | 


= 


利用 合成 赤壁 糖 醇 后 的 HCY10 细胞 来 水 解 乳糖 ， 并 与 新 鲜 培养 的 HCY10 
细胞 (按照 材料 与 方法 1.5 节 描 述 的 方法 培养 细胞 ) 进行 比较 , 发 现 二 者 在 相同 
的 条 件 下 均 能 在 24 小 时 内 完全 水 解 50 g/L 的 乳糖 ， 生 成 半 乳 糖 与 葡萄 糖 〈 资 料 
未 显示 ) 。 因 此 ， 可 以 利用 合成 赤 苏 糖 醇 后 的 细胞 来 水 解 她 糖 ， 达 到 细胞 生物 质 
资源 再 利用 的 目的 。 


3. 讨论 

解 脂 耶 氏 酵母 CO. lipolytica) 是 一 种 研究 最 广泛 的 酵母 之 一 ， 被 美国 食品 药 
品 监督 局 认定 为 公认 安全 的 食品 微生物 ,已 经 在 食品 工业 得 到 广泛 的 应 用 ， 比 如 
合成 有 机 酸 、 赤 巷 糖 醇 、Q-3 多 不 饱和 脂肪 酸 〈 如 二 十 碳 五 烯 酸 EPA) 、B- 胡 更 
卜 素 等 833。 我 们 研究 小 组 利用 该 酵母 作为 微生物 细胞 工厂 ， 将 果糖 基 转 移 酶 、 
半 乳 糖 基 转 移 酶 、 海 藻 糖 合成 酶 以 及 异 麦 芽 酮 糖 合 成 酶 表面 展示 在 解 脂 耶 氏 酵 母 
细胞 表面 ， 分 别 得 到 合成 低 聚 果糖 、 低 聚 半 乳 糖 、 海 藻 糖 以 及 异 麦 芽 酮 糖 的 工程 
菌株 253335。 本 研究 将 乳糖 水 解 酶 通过 表面 展示 的 方法 展示 在 解 脂 耶 氏 酵母 表 
面 , 通过 培养 细胞 既 能 合成 乳糖 水 解 酶 , 然后 将 游离 细胞 或 者 固定 化 细胞 与 乳糖 
混合 ， 即 能 实现 乳糖 的 高 效 水 解 。 

乳糖 不 耐 症 是 一 种 比较 多 发 的 遗传 缺陷 症 ， 患 者 不 能 食用 含 乳糖 的 食品 。 
此 只 能 将 乳糖 进行 水 解 生成 半 乳 糖 与 葡萄 糖 后 才能 食用 ,乳糖 的 水 解 多 以 纯 酶 进 
fT, 首先 需要 纯化 酶 ， 步 又 较 多 ， 操作 比较 复杂 ， 增 加 了 生产 成 本 。 由 于 酶 的 成 
本 较 高 , 为 了 减少 该 酶 的 成 本 ， 采 用 化 学 成 二 醛 固 定 化 酶 的 方式 增加 酶 的 使 用 次 
数 是 一 种 较 好 的 选择 。 但 是 当 酶 失效 后 , 产生 大 量 的 固定 化 介质 废弃 物 难 以 处 理 
或 增加 废弃 物 处 理 成 本 。 而 采用 本 研究 开发 的 酶 表面 展示 固定 在 酵母 表面 的 方 
法 ， 能 够 减少 酶 纯化 的 成 本 ， 无 需 化 学 固定 酶 的 步骤 ， 展 示 的 酶 能 够 多 次 反复 利 
用 。 当 酶 失效 后 ， 酵 母 细胞 仍然 能 够 制 成 酵母 干粉 或 者 酵母 浸 膏 ， 当 成 培养 基 使 
用 ， 整 个 过 程 持续 循环 ， 绿 色 环 保 ， 基 本 无 废弃 物 排放 。 

获得 稳定 的 酵母 转化 子 对 稳定 持续 合成 产物 至 关 重 要 。 人 们 很 早 就 发 现 含 
外 源 基 因 (或 质粒 ) 的 酵母 转化 子 在 转 接 传代 的 过 程 中 会 丢失 外 源 基因 的 现象 
6638。 本 研究 通过 细胞 表面 的 乳糖 水 解 酶 对 X-gal 的 显 色 反应 来 验证 转化 子 的 稳 
定性 。 经 过 20 次 的 传代 ， 大 约 有 SOMME FED X-gal 的 平板 上 培养 最 终 变 
为 无 色 ， 说 明 外 源 乳 糖水 解 酶 基因 可 能 发 生 丢 失 , 这 些 可 能 丢失 的 外 源 基因 可 能 
插入 到 染色 体 的 不 稳定 区 域 。 但 也 有 转化 子 在 持续 的 传代 过 程 中 一 直 保 持 深蓝 
E, 说 明 外 源 基 因 的 插入 区 域 很 稳定 。 通 过 酶 活性 测定 ,一直 保持 深蓝 色 的 转化 
子 其 酶 活性 均 较 高 。 研 究 这 些 稳定 的 染色 体 区 域 的 序列 对 于 构建 稳定 的 转化 子 非 
常 重要 。 我 们 正在 通过 染色 体 步行 (genome walking) 的 方法 测定 这 些 稳定 区 域 的 
序列 ， 为 构建 稳定 的 解 脂 耶 氏 酵 母 工程 菌株 提供 充足 的 DNA 元 件 。 
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Cell Surface-Displaying the lactose hydrolase on Yarrowia /ipolytica: a New 


Approach to Lactose Hydrolysis 


WANG Yi-ying CHENG Hai-rong 


(School of Life Science and Biotechnology, State Key Laboratory of Microbial 
Metabolism,Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China) 


Abstract Lactose is one of the important carbon sources for infants to obtain energy, but lactose 
needs to be hydrolyzed by enzyme to galactose and glucose before being absorbed. Infants and 
young children lacking lactose hydrolase can fall in lactose intolerance when consuming 
lactose-containing food. Lactose intolerance is a symptom of high incidence in China. Therefore, 
lactose hydrolysis with high efficiency in vitro is is of great importance to alleviate the symptoms. 
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The lactose hydrolase (also known as f-galactosidase) was displayed on the cell surface of the 
food-satefy-grade yeast Yarrowia lipolytica, and the engineered yeast cells are used directly to 
hydrolyze lactose to produce galactose and glucose. The engineered yeast cell (HCY10) can 
completely hydrolyze 50 g/L lactose in 24 hours to produce galactose and glucose. The method 
has the advantages of high efficiency and simplicity, and it can provide an alternative solution for 
the efficient lactose hydrolysis in vitro. 


Key words Lactose Lactose hydrolase Yarrowia lipolytica Yeast surface display technology 
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